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Verfahren zur Herstellung von Peptidsalzen, deren Verwendung und die 
Peptidsalze enthaltende pharmazeutische Zubereitungen 

Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Herstellung von Peptidsalzen, 
insbesondere von schwerloslichen Peptidsalzen, und deren Verwendung zur 
Herstellung von Arzneimitteln. Weiterhin betrifft die Erfindung pharmazeutische 
Zubereitungen, die mindestens ein erfindungsgemaG hergestelltes Peptidsalz 
enthalten, sowie deren Herstellung. 

In der internationalen Patentanmeldung Nr. PCT/EP 94/03904 ist die Herstellung 
eines schwerloslichen Peptides durch Umsetzung von einer waGrigen Losung des 
Sauresalzes mit einer essigsauren Losung des basischen Peptids unter 
Ausfallung des schwerloslichen Saureadditionssalzes des Peptids beschrieben. 
Beispielsweise wird die Herstellung des LHRH Antagonisten Cetrorelix Embonat 
beschrieben. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neues Verfahren zur Herstellung 
von Peptidsalzen, dadurch gekennzeichnet, daft ein Saureadditionssalz eines 
basischen Peptids (Ausgangspeptidsalz) (1) in Gegenwart eines geeigneten 
Verdunnungsmittels mit einem Mischbettionenaustauscher oder einem Gemisch 
von einem sauren und basischen lonenaustauscher unter Bildung des freien 
basischen Peptids umgesetzt, anschliefcend der lonenaustauscher abgetrennt und 
dann das freie basische Peptid mit einer anorganischen oder organischen Saure 
unter Bildung des gewunschten Saureadditionssalzes des Peptids (Endpeptidsalz) 
(2) umgesetzt und anschliefiend das Verdunnungsmittel entfernt wird. 

Der Ausdruck „basisches Peptid" bedeutet hier Poly(Aminosauren), auch im Sinne 
einer Teilstruktur innerhalb einer grofieren Gesamtstruktur, welche basische 
Aminosauren, wie Arginin, Pyridylalanin oder Lysin, oder einen N-Terminus eines 
Peptides oder einfach mindestens eine basischen Gruppe aufweisen. 
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Bevorzugte Peptide sind die LHRH-Antagonisten Antide, A-75998, Ganirelix, Nal- 
Glu-Antagonist, Cetrorelix, Teverelix (Antarelix ®) sowie die Antagonisten gemaft 
den Patenter! US 5,942,493 und DE 1991 1771 .3, deren Inhalt hiermit durch 
Referenz aufgenommen wird. Weitere Peptide sind Abarelix, Azaline B, Detirelix, 
5 Ramorelix (Stoeckemann and Sandow, J. Cancer Res. Clin. Oncol. 1993, 119, 
457) und RS-68439. Die Strukturen der genannten Peptide finden sich in: Behre et 
al., GnRH antagonists: an overview, Proceedings of the 2 nd World Conference on 
Ovulation Induction, The Parthenon Publishing Group Ltd.; Kutscher et al., Angew. 
Chem. 1997, 109, 2240. 

10 

Bei den als Edukte eingesetzten Saureadditionssalze der Peptide handelt es sich 
vorzugsweise um leichtlosliche Salze wie die Acetate, Hydrochloride, Sulfate. 

Gemaft dem erfindungsgemafJen Verfahren wird das Ausgangspeptidsalz in 
15 einem Verdunnungsmittel ganz Oder teilweise gelost oder darin suspendiert. 
Anschlieftend wird ein Verdunnungsmittel zugegeben. Losungs- und 
Verdunnungsmittel konnen gleich oder verschieden sein. Als Losungs- bzw. 
Verdunnungsmittel kommen beispielsweise in Frage: Wasser, Ethanol, Methanol, 
Propanol, Isopropanol, Butanol, Aceton, Dimethylketon, Methylethylketon, 
20 Dimethylacetamid, Dimethylformamid, N-Methylpyrollidon, Acetonitril, Pentan, 
Hexan, Heptan und Gemische davon. Bevorzugt sind Ethanol, Isopropanol oder 
Acteon. Zu bevorzugen ist ebenfalls ein Wassergehalt von 1 bis 60 %, 
vorzugsweise von 5 bis 50%. 

25 Zu der Losung bzw. Suspension des Ausgangspeptidsalzes wird der 

Mischbettionenaustauscher, also ein Gemisch von einem sauren und einem 
basischen lonenaustauscher gegeben. Als lonenaustauscher kommt 
beispielsweise Amberlite ® in Frage. 

30 Die Menge an lonenaustauscher richtet sich nach der Anzahl der basischen 
Gruppen pro Peptid. Die Menge wird durch Zugabe bis Erhalt eines konstanten 
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ph-Wertes ermittelt. Beispielsweise werden fur 1g Cetrorelix 10g Amberlite MB-3 
benotigt. 

Die pH-Werte der Basenlosungen bei der Basenherstellung stellt sich je nach 
eingesetztem Wirkstoff-Salzes, insbesondere bei Peptidsalze mit basisch 
reagierenden Aminosauren insbesonders jedoch bei Salzen von LHRH- 
Antagonisten (beispielsweise Cetrorelix, D-63153, Abarelix, Ganirelix, Ramorelix 
welche beispielsweise als Acetat vorliegen konnen), je nach verwendetem 
Wirkstoff, auf 7,5 bis 13 ein. 

Die Temperatur sollte 25-30 °C nicht ubersteigen, um einen Abbau des Peptids zu 
vermeiden. Die Reaktionszeit fur die Herstellung der freien Base erfolgt 
ublicherweise innerhalb von wenigen Minuten, beispielsweise 20 min ausgehend 
von Cetrorelixacetat. Sie kann auch langer sein, beispielsweise etwa 1 h 
ausgehend von Cetrorelixembonat. Nach Erreichen eines konstanten pH-Wertes 
sollte die Reaktion abgebrochen werden da sich beispielsweise 
Zersetzungsprodukte aufgrund der Basizitat der Losungen bilden konnen. 

AnschliefJend wird der lonenaustauscher von der Reaktionsmischung entfernt. Die 
Entfernung kann durch- Absieben, Abfiltrieren, Abzentrifuguieren oder 
Saulenfiltration geschehen. 

Die klare bis trube Losung der freien Peptidbase, welche instabil ist, sollte 
moglichst rasch mit der Saure unter Bildung des gewunschten 
Saureadditionssalzes umgesetzt werden. Die Zugabe der Saure kann als 
Festsubstanz oder in Losung bzw. als Suspension erfolgen. Genauso kann die 
Losung der freien Peptidbase zur Saure erfolgen. 

Die Reaktionszeiten liegen im Bereich von einigen Minuten bis einigen Stunden. 
Beispielsweise fur die Bildung von Cetrorelix-Embonat betragt die Reaktionszeit 
1,5 h. 
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Anschliefiend wird die Reaktionslosung, die ublicherweise klar ist, sterilfiltriert. 
Anschliefcend kann das Losungsmittel entfernt werden unter Erhalt des reinen 
Peptidsalzes. Alternativ konnen vor dem Entfernen des Losungsmittels Hilfs- 
Zusatz- oder Tragerstoffe der Losung zugesetzt werden. Die Zugabe der 
5 Hilfsstoffe kann als Feststoff vor der Sterilfiltration oder nach der Sterilfiltration als 
als sterilfiltrierte Losung erfolgen. 

Geeignete Hilfsstoffe sind beispielsweise Mannitol, Sorbitol, Xylit, losliche Starke. 

^ 10 ErfindungsgemaG konnen folgende Salze durch Zugabe der entsprechenden 
' • Saure hergestellt werden: Acetat, Adipat, Ascorbat, Alginat, Benzoat, 

Benzolsulfonat, Bromid, Carbonat, Citrat, Chlorid, Dibutylphosphat, 
Dihydrogencitrat, Dioctylphosphat, Dihexadecylphosphat, Fumarat, Gluconat, 
Glucuronat, Glutamat, Hydrogencarbonat, Hydrogentartrat, Hydrochlorid, 
15 Hydrogencitrat, Jodid, Lactat, alpha-Liponsaure, Malat, Maleat, Malonat, Pamoat 
(Embonat), Palmitat, Phosphat, Salicylat, Stearat, Succinat, Sulphat, Tartrat, 
Tannate, Oleat, Octylphosphat 

Die Erfindung wird an dem nachstehenden Beispiel erlautert, ohne darauf 
20 beschrankt zu sein. 

Beispiel 1: 

25 46,47 g D-20761 wurden portionsweise zu 11 93 g Wasser gegeben und unter 

Ruhren gelost. (= Losung 1). Losung 1 wurde anschlieBend unter Ruhren mit 3261 
g 96 % Ethanol verdunnt. (= Losung 2). Losung 2 wurde nach dem Verdunnen 
uber einen Glasfaservorfilter filthert und das Filtrat mit 390 g Amberlite MB3 
(Mischbettionenaustauscher aus stark sauren Kationen und 

30 Anionenaustauschern) unter Ruhren versetzt (= Mischung 1 ). 

316,8 g Mannit wurde in 1267 g Wasser unter Ruhren gelost.(=L6sung 3). 
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Nach 15 min. Ruhren, wurde der pH-Wert der uberstehenden Losung von 
Mischung 1 gemessen, und nach weiteren 5 minutigem Ruhren wurde nochmals 
der pH-Wert gemessen. Die Losung wurde anschliefiend nach erreichtem pH- 
Wert von 12,5 uber ein feinmaschiges Sieb vom Amberlite MB3 abgetrennt. (= 
5 Losung 4). 

4162 g der Losung 4 wurde mit 5,34 g Embonsaure unter Ruhren versetzt. Diese 
Mischung wurde weitere 1,5 h kraftig geruhrt und die etwas trube Losung 
anschlieftend uber ein Glasfaservorfilter filtriert. Bei dieser Losung wurde ein pH- 
Wert von 8,4 (= Losung 5). Die messenen pH-Werte wurden mit einer 
(\o Schliffelektrode gemessen mit einer viskosen Elektrolytflussigkeit. Die pH-Werte 
waren nur als Relativwerte zu sehen, da die gemessenen Losungen bzw. 
Suspensionen Ethanol enthalten und somit einen scheinbar hoheren Werte 
anzeigten. 

3333 g der Losung 5 wurden in die auf RT temperierte Reaktionsapparatur 
15 sterilfiltriert und 528 g der Losung 3 zu der auf RT temperierten Losung 5 unter 
Ruhren sterilfiltriert. (- Losung 6). 

Losung 6 wurde auf 40 °C erwarmt und anschlieRend das Ethanol / 
Wassergemisch bis auf <= 1931 g i.Vak. abdestilliert. (= Suspension 1). Die 
Cetrorelix-Embonat-Suspension 1 wurde auf RT abgekuhlt und mit sterilfiltriertem 
20 Wasser fur Injektionszwecke ad 3000 g unter Ruhren verdunnt.(= Suspension 2). 
j^y Die fertige, auf RT temperierte Suspension 2 wurde anschlieftend zu je 3,0 g in 10 
K ^ ml Injektionsflaschen abgefullt, mit Gefriertrocknungsstopfen versehen und in die 
Gefriertrocknungsanlage uberfuhrt. 

Die injektionsflaschen wurden bei einer Plattentemperatur von -40° C in einer 
25 Gefriertrocknungsanlage eingefroren. Die Trocknung erfolgte mittels eines 

Trocknungsprogramms bei einer Plattentemperatur von -40° C auf 20° C steigend. 
Die GT-Anlage mit wurde mit sterilfiltriertem Stickstoff geflutet, die 
Injektionsflaschen in der Anlage verschlossen und anschliefiend die Bdrdelkappen 

aufgesetzt und rolliert. 
30 Nach der Gefriertrocknung wurden die verschlossenen Injektionsflaschen bei 12 
kGy (min) - 15 kGy gamma-strahlensterilisiert. Letzteres ist optional. 
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1 Injektionsflasche zu 140,0(7) mg enthalt 34,07 mg Cetrorelix-Embonat 
entsprechend 30 mg Cetrorelix. 

und 106 mg Mannitol. Zur Rekonstitution werden 2 ml Wasser fur 
5 Injektionszwecke verwendet. Die erhaltene Suspension kann per i.m. oder s c. 
Gabe verabreicht werden. 
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Biologische Wirkung: 

Das gemafi Beispiel 1 erhaltene Cetrorelix Embonat (2:1) Lyophilisat (30 mg) wird 
in 2 ml Wasser fur Injektionszwecke resuspendiert und kann dann parenteral, 
vorzugsweise subkutan (s.c.) oder intramuskular (i.m.) verabreicht werden. 

15 Bei s.c. Verabreichung findet man fur das Cetrorelix Embonat (2:1) eine 
Bioverfugbarkeit von ca. 30-50 % (100% = intravenos verabreichtes 
Cetrolixacetat). Ein besonderer Vorteil von Cetrorelix Embonat (2:1) Lyophilisat ist 
der geringe bzw. kein sog. Burst-Effekt beim Patienten. Die Wirkungsdauer ist 
dosisabhangig und liegt bei einer Dosis von 30-1 50mg bei 2-8 Wochen oder 

20 langer. Das erfindungsgemafie Cetrorelix-Embonat (2:1) Lyophilisat ist bereits in 
Klinikphase I am Menschen untersucht worden. 

Fig. 1 zeigt Den Verlauf der Cetrorelix-Plasmakonzentration in Abhangigkeit von 
der Zeit (in Stunden) beginnend ab der i.m. Gabe von 60 mg Cetrorelix-Embonat 
25 (2:1)-Lyophilisat gemafS Beispiel 1 beim Menschen. Kein Burst-Effekt (ca. 
100ng/ml) feststellbar. Wirkungsdauer mehr als 700 Stunden. Ab 150 h nach 
Verabreichung konstanter Plasmaspiegel von ca. 2 ng/ml. Die Bioverfugbarkeit lag 
bei ca. 40 %. 



30 



Die Anwendungsgebiete der erfindungsgemafien Peptidsalze sind beispielsweise 
BPH, Myoma und Endometriose. 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Herstellung von Peptidsalzen, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Saureadditionssalz eines basischen Peptids (Ausgangspeptidsalz) (1) in 
Gegenwart eines geeigneten Verdunnungsmittels mit einem 
Mischbettionenaustauscher oder einem Gemisch von einem sauren und 
basischen lonenaustauscher unter Bildung des freien basischen Peptids 
umgesetzt, anschliefSend der lonenaustauscher abgetrennt und dann das freie 
basische Peptid mit einer anorganischen oder organischen Saure unter 
Bildung des gewunschten Saureadditionssalzes des Peptids (Endpeptidsalz) 
(2) umgesetzt und anschliefSend das Verdunnungsmittel entfernt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Salz von 
Cetrorelix, Teverelix, Abarelix, Ganirelix, Azaline B, Antide, A-75998, Detirelix, 
Ramorelix, RS-68439 als Ausgangspeptidsalz eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Saure 
Embonsaure, Stearinsaure, Salicylsaure, ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft 
das Molverhaltnis Cetrorelix zu Embonsaure 2 : 1 betragt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Verdunnungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt wird. 

6. Peptidsalz, erhaltlich nach dem Verfahren gemafi den Anspruchen 1 bis 5. 

7. Lyophilisiertes Peptidsalz, erhaltlich nach dem Verfahren gemafi Anspruch 5. 



Aktenzeichen: 00/17 PH - 8 - 

8. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend das Peptidsalz gemaft den 
Anspruchen 6 oder 7, zusammen mit pharmazeutischen Hilfs- Trager- 
und/oder Geruststoffen. 

9. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen gemafi 
Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daft die pharmazeutischen Hilfs-, 
Trager- und/oder Geruststoffe ganz oder teilweise vor dem Entfernen des 
Verdunnungsmittels zugesetzt werden. 



10. Verwendung der Peptidsalze gemafi den Anspruchen 1 bis 5 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur parenteralen Applikation bei Saugetieren. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Peptidsalz enthaltende pharmazeutische Zubereitungen, 
deren Herstellung und deren Verwendung. Insbesondere betrifft die Erfindung 
pharmazeutische Zubereitungen enthaltend ein schwerlosliches Salz von LHRH 
Agonisten oder Antagonisten, wie Cetrorelix Embonat, zur parenteralen 
Applikation bei Saugetieren mit langanhaltender Wirkung. 
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